Synthesis of novel DNA Gyrase A inhibitors with 1,5-naphthyridine scaffold by Kokot, Maja
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 




















Ljubljana, 2019  
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 









Sinteza novih zaviralcev bakterijske DNA giraze A z 1,5-naftiridinskim skeletom 
 
Synthesis of novel DNA Gyrase A inhibitors with 1,5-naphthyridine scaffold 
 







Ljubljana, 2019  
 
 
Magistrsko nalogo sem opravljala na Katedri za farmacevtsko kemijo Fakultete za farmacijo, 
Univerze v Ljubljani, pod mentorstvom prof. dr. Marka Anderluha, mag. farm. 
Spektroskopske meritve in ostale analize so bile opravljene na Fakulteti za farmacijo in na 




Iskreno se zahvaljujem mentorju prof. dr. Marku Anderluhu, mag. farm. za posredovano 
strokovno znanje, izkušnje in nasvete, vložen trud ter prijaznost. 
Zahvaljujem se staršem, ki so mi stali ob strani tekom celotnega študija in me spodbujali. 




Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom prof. dr. Marka 
Anderluha, mag. farm. Naloga je del programa P1-0017: Modeliranje kemijskih procesov in 
lastnosti spojin in projekta v okviru izobraževanja mlade raziskovalke Anje Kolarič, zaposlene 





Predsednik komisije: izr. prof. dr. Tomaž Vovk, mag. farm. 




1 Uvod ..................................................................................................................................... 1 
1.1 Topoizomeraza .............................................................................................................. 1 
1.1.1 Topoizomeraza II ................................................................................................... 2 
1.2 Bakterijska DNA giraza ................................................................................................ 3 
1.2.1 Zgradba in vloga DNA giraze ............................................................................... 3 
1.2.2 Mehanizem delovanja DNA giraze ....................................................................... 5 
1.3 Zaviralci podenote A bakterijske giraze ....................................................................... 7 
1.3.1 Kinoloni ................................................................................................................. 7 
1.3.2 NBTI ...................................................................................................................... 8 
2 Namen dela ......................................................................................................................... 12 
3 Materiali in metode ............................................................................................................ 14 
3.1 Materiali ...................................................................................................................... 14 
3.1.1 Reagenti in topila ................................................................................................. 14 
3.1.2 Laboratorijska oprema ......................................................................................... 14 
3.2 Metode ........................................................................................................................ 14 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) .................................................................... 14 
3.2.2 Kolonska kromatografija ..................................................................................... 15 
3.2.3 Jedrska magnetna resonanca (NMR) ................................................................... 15 
3.2.4 Masna spektrometrija (MS) ................................................................................. 15 
3.2.5 Infrardeča spektroskopija (IR) ............................................................................. 15 
3.2.6 Določanje tališč ................................................................................................... 15 
3.2.7 Molekulsko sidranje ............................................................................................ 16 
3.2.8 Biološka testiranja ............................................................................................... 16 
II 
 
4 Eksperimentalni del ............................................................................................................ 18 
4.1 Sinteza 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida ......................................................... 18 
4.1.1 Sinteza osazona.................................................................................................... 19 
4.1.2 Sinteza D-arabino triazol-1,2-fenilizotriaznola ................................................... 20 
4.1.3 Sinteza 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida ................................................. 21 
4.2 Odščita zaščitne skupine Boc na terc-butil (1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-
il)etil)piperidin-4-il)karbamatu (DSK-1030) ......................................................................... 22 
4.3 Splošni postopek za sintezo končnih spojin ............................................................... 24 
4.4 Posamezni sintezni postopki in analizni rezultati ....................................................... 25 
4.4.1 Sinteza (1R,4R)-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)-N-((2-fenil-2H-1,2,3-
triazol-4-il)metil)piperidin-4-amina ................................................................................... 25 
4.4.2 Sinteza (1R,4R)-N-benzil-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)piperidin-4-
amina…. ............................................................................................................................. 27 
4.4.3 Sinteza (1R,4R)-(4-(((1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)piperidin-4-
il)amino)metil)fenil)metanola ............................................................................................ 29 
4.4.4 Sinteza (1R,4R)-4-(((1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)piperidin-4-
il)amino)metil)benzamida .................................................................................................. 31 
4.4.5 Sinteza (1R,4R)-N-4(-(dimetilamino)benzil)-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-
il)etil)piperidin-4-amina ..................................................................................................... 33 
4.4.6 Sinteza (1R,4R)-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)-N-((6-metoksipiridin-
3il)metil)peridin-4-amina ................................................................................................... 35 
4.4.7 Sinteza (1R,4R)-N-(4-klorobenzil)-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-
il)etil)piperidin-4-amina ..................................................................................................... 37 
4.4.8 Sinteza (1R,4R)-N-(4-bromobenzil)-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-
il)etil)piperidin-4-amina ..................................................................................................... 39 
4.4.9 Sinteza (1R,4R)-N-4(-jodobenzil)-1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-
il)etil)piperidin-4-amina ..................................................................................................... 41 
III 
 
5 Razprava ............................................................................................................................. 43 
5.1 Kemijska razprava ...................................................................................................... 43 
5.1.1 Razprava k sintezi 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida................................ 43 
5.1.2 Razprava k selektivni odščiti zaščitne skupine Boc ............................................ 44 
5.1.3 Razprava k reakciji reduktivnega aminiranja ...................................................... 45 
5.2 Razprava k biološkemu vrednotenju ........................................................................... 46 
5.2.1 Razprava rezultatov bioloških testiranj ............................................................... 46 
5.2.2 Razprava k drugi seriji spojin z uvedbo halogenov ............................................. 48 
6 Sklep ................................................................................................................................... 51 





Slika 1: Delitev bakterijskih topoizomeraz ................................................................................. 2 
Slika 2: Primarna struktura posameznih domen DNA giraze ..................................................... 4 
Slika 3: Struktura DNA giraze. (A) Kristalna struktura DNA giraze. (B) Prostorska struktura 
DNA giraze.. ................................................................................................................................ 5 
Slika 4: Mehanizem uvajanja negativnih supernavojev DNA giraze. ......................................... 6 
Slika 5: Primeri NBTI ................................................................................................................. 8 
Slika 6: Strukture predstavnikov NBTI in fluorokinolona .......................................................... 9 
Slika 7: Sestava NBTI ............................................................................................................... 10 
Slika 8: Kiralna struktura DNA giraze S. aureus vezana z NBTI in DNA ter z ciprofloksacinom 
in DNA ...................................................................................................................................... 11 
Slika 9: Strukturna shema načrtovanih spojin ........................................................................... 13 
Slika 10: Sinteza shema 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida ............................................. 18 
Slika 11: Sintezna shema končnih spojin .................................................................................. 24 
Slika 12: Mehanizem nastanka »Fischerjevega« osazona ......................................................... 43 
Slika 13: Mehanizem oksidativne ciklizacije osazona .............................................................. 44 
Slika 14: Mehanizem oksidativne cepitve glukotriazola ........................................................... 44 
Slika 15: Mehanizem selektivne odščite zaščitne skupine Boc ................................................. 45 
Slika 16: Mehanizem reakcije reduktivnega aminiranja prikazan za spojino 6 ........................ 45 





Tabela I: Rezultati zaviranja DNA giraze in protibakterijske aktivnosti in vitro ...................... 47 
Tabela II: Rezultati zaviranja DNA giraze in protibakterijske aktivnosti in vitro-vpliv halogenov




Protibakterijska zdravila so ena najpogosteje predpisanih in uporabljenih zdravil. Dolgotrajna 
prepogosta in nepremišljena uporaba je pripeljala do pojava bakterijske odpornosti ter 
zmanjšanja učinkovitosti do sedaj obstoječih protibakterijskih zdravil. Zaradi razvijajoče se 
odpornosti raste potreba po iskanju novih tarč oz. načrtovanju in razvoju novih zdravil. Ena 
izmed novejših skupin protibakterijskih zdravil so tudi tako imenovani novi zaviralci podenote 
A bakterijske DNA giraze (NBTI). Kot že samo ime pove, gre za zaviralce DNA giraze. Gre za 
esencialni encim, ki kontrolira in vzdržuje topološko stanje molekule DNA v celici. Ima 
posebno zmožnost uvajanja negativnih supernavojev v verigo DNA v prisotnosti ATP. Z vezavo 
NBTI-ja v aktivno mesto encima zavremo delovanje DNA giraze in onemogočimo proces 
podvojevanja ali prepisovanja DNA. NBTI so sestavljeni iz 3 delov: biciklični levi del (LHS), 
distančnik in aromatski desni del (RHS).  
V sklopu magistrske naloge smo se osredotočili na sintezo novih zaviralcev bakterijske DNA 
giraze A z 1,5-naftiridinskim skeletom. Pri tem smo ohranili levi del molekule ter distančnik in 
spreminjali le desni del molekule, ki je ključen za vezavo učinkovine med podenoti A DNA 
giraze. Sistem dela je bil sestavljen iz dveh delov. Najprej smo naredili prvo serijo spojin. Nato 
pa je sledilo načrtovanje na osnovi optimizacije najboljše spojine iz prve serije. Druga serija je 
potekala v smeri halogenih interakcij. Želeli smo dokazati, da lahko z uvedbo halogenov na 
specifično mesto v strukturi dosežemo močnejše delovanje zaradi dodatne halogene interakcije. 
Končnim spojinam smo določili IC50, ki je merilo jakosti učinkovine in predstavlja 
koncentracijo učinkovine, ki zmanjša aktivnost encima na 50 % najvišje aktivnosti encima DNA 
giraze ter MIC, ki je minimalna inhibitorna koncentracija in predstavlja najnižjo koncentracijo 
učinkovine, ki še zavira rast preiskovane bakterije. Biološka testiranja so potrdila naše napovedi. 
V primeru halogenov na mestu para so vrednosti IC50 in MIC po homologoni vrsti navzdol 
upadale, iz česar lahko sklepamo, da je za povečano jakost odgovorna halogena vez med 
halogenom in kisikom Ala86. 





Antibacterial drugs are one of the most common prescribed and used drugs. Long-term, to 
common and reckless antibiotic use is the reason of the bacterial resistance appearance and 
effectiveness decrease up to now existing antibacterial drugs. Due to the developing resistance, 
there is a need to research new targets and develop new drugs. One of the newest antibacterial 
drugs are so-called novel bacterial topoisomerase inhibitors (NBTIs). They are inhibitors of 
bacterial DNA gyrase. DNA gyrase is essential enzyme, that control and maintain the 
topological state of the DNA in the cell. It has the ability to introduce negative supercoils into 
DNA in the presence of ATP. By binding NBTI in active site of the enzyme, we inhibit DNA 
gyrase and disable DNA translation and transcription. NBTIs are composed of 3 parts: bicyclic 
left-hand side (LHS), the linker and an aromatic right-hand side (RHS). 
Within the framework of the master's degree we focused on the synthesis of novel DNA Gyrase 
A inhibitors with 1,5-naphthyridine scaffold. We kept left side and the linker and changed just 
the right side, that binds to the GyrA subunits. Our work system consists of two parts. First, we 
have synthesized and evaluated one series of compounds. In the next step the optimization of 
the most potent compound from the first series has followed. The second series was designed to 
reach the presumable halogen interaction, which we deemed important based on docking results. 
We wanted to prove, that with introduction of halogens we can reach more potent compounds 
because of additional halogen interaction. 
We have evaluated compound’s potency by determining their IC50 that is a measure of the 
potency of active substance and represent the concentration of the active substance, that 
decrease enzyme activity on 50% the highest activity of DNA gyrase and MIC, that is minimal 
inhibitory concentration and present the lowest concentration of active substance, that inhibit 
grow of bacterium. Biological assays confirmed our hypothesis.  In case of halogen on para 
position, were decreasing IC50 and MIC values by homologues row. We can assume, that 
halogen bond between halogen atom and enzyme oxygen is responsible for the increased 
potency. 




AcOH Ocetna kislina 
ADP Adenozin difosfat (angl. adenosine diphosphate) 
Ala Alanin 
Asp Asparaginska kislina 
ATP Adenozin trifosfat (angl. adenosine triphosphate) 
ATR Oslabljen popolni odboj 
Boc terc-butiloksikarbonil 
CDCl3 Devteriran kloroform 
CHCl3 Kloroform 
CTD C-terminalna domena 
d Dublet 
dd Dublet dubleta 
DKM Diklorometan 
DMSO-d6 Devteriran dimetilsulfoksid 
DNA Deoksiribonukleinska kislina 
dsDNA Dvojnovijačna DNA 
E. coli Escherichia coli 
ekv Ekvivalent 








GyrA Podenota A DNA giraze 
GyrB Podenota B DNA giraze 
hERG 
gen, ki kodira α podenoto kalijevega kanala (angl. human ether-a-go-go-
related gene) 
HRMS 
Masna spektrometrija visoke ločljivosti (angl. high resolution mass 
spectrometry) 
IC50 
koncentracijo učinkovine, ki zmanjša aktivnost encima na 50 %  
začetne aktivnosti encima (angl. half maximal inhibitory concentration) 
IR Infrardeča spektroskopija 
J Sklopitvena konstanta 
Leu Levcin 





MF Mobilna faza 
MIC Minimalna inhibitorna koncentracija 
MS Masna spektroskopija 
Na2CO3 Natrijev hidrogen karbonat 
NBTI 
Novi zaviralci podenote A bakterijske DNA giraze (angl. novel 
bacterial topoisomerase inhibitors) 
NMR Jedrska magnetna resonanca 
NTD N-terminalna domena 
X 
 
ParC Podenota C topoizomeraze IV ( je homologna GyrA) 
ParE Podenota C topoizomeraze IV (je homologna GyrB) 
Ph Fenil 
QRDR 
Regija odporna na kinolonskih (angl. quinolone resistence-determing 
region) 
Rf Retencijski faktor 
RHS Desni del strukture NBTI (angl. right-hand side) 
rt Sobna temperatura (angl. room temperature) 
s Singlet 




TLC Tankoplastna kromatografija 
Tyr Tirozin 
δ Kemijski premik (ppm) 
η Izkoristek 
ν Frekvenca (cm-1) 
Fakulteta za farmacijo, Univerza v Ljubljani  Magistrska naloga 
1 
 
1 Uvod  
Bakterijske okužbe so zelo pogoste bolezni. Zadnja leta postajajo vedno bolj neozdravljive 
zaradi pojava odpornosti na številne protibakterijske učinkovine ter omejenega števila novih 
protibakterijskih učinkovin (1). Letno za okužbo z rezistentnimi sevi bakterij zboli veliko ljudi. 
Podatki za Slovenijo kažejo, da je v letu 2015 zaradi okužb z rezistentnimi bakterijami zbolelo 
okrog 2.300 ljudi, od tega jih je nekaj manj kot 100 (približno 4 %) umrlo. V evropski uniji je 
zaradi okužb z rezistentnimi sevi leta 2015 zbolelo v povprečju okrog 700.000 ljudi, od tega jih 
je približno 5 % umrlo (2). 
Zadnja leta tudi močno narašča bakterijska odpornost na kinolone, kar povzroča potrebo po 
razvoju novih protibakterijskih učinkovin (1). Novo skupino protibakterijskih učinkovin, ki 
delujejo na isto tarčo kot fluorokinoloni, predstavljajo novi zaviralci podenote A bakterijske 
DNA giraze (angl. novel bacterial topoisomerase inhibitors oz. NBTI) (3). 
1.1 Topoizomeraza 
Genska informacija je v bakterijah shranjena v dvojnovijačni DNA (dsDNA). Dolžina verige 
DNA močno presega dimenzijo bakterijskih celic, zato bakterije zvijejo dvojnovijačno DNA v 
tvorbo kompaktnega supernavitja znotraj celice. Supernavoji so lahko pozitivni ali negativni, 
odvisno od prehodov dvojnih vijačnic. Nagnjenost k ločitvi verig je odvisna od supernavitega 
stanja DNA: negativno navita DNA favorizira ločitev verig, medtem ko pozitivno supernavito 
stanje stabilizira DNA v obliki dvojne verige (4). Procesi kot so transkripcija, replikacija in 
rekombinacija zahtevajo začasno ali trajno ločitev komplementarnih verig dvojne vijačnice 
DNA. Kar vodi do topoloških posledic, kot je nakopičenje pozitivnih navojev (5). Posledica 
nepravilnega oz. prekomernega navitja verige DNA povzroča mutagene prekinitve verige (6). 
Te spremembe v topologiji, z namenom preprečitve mutacij, rešuje skupina encimov, ki jih 
imenujemo topoizomeraze (5). S tem ko omogočijo verigama DNA prehod ene skozi drugo, 
rešijo vse topološke probleme, ki nastanejo pri procesih replikacije, transkripcije in 
rekombinacije verige DNA (7). Na ta način topoizomeraze kontrolirajo topološko stanje DNA 
in zagotavljajo topološko homeostazo (8). 
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Spremembe v topologiji DNA zahtevajo cepitev in ponovno povezovanje fosfodiestrske 
hrbtenice. Cepitev verige s topoizomerazami omogoča ostanek Tyr v katalitičnem mestu 
encima, ki deluje kot nukleofil. Pri tem pride do tvorbe kovalentnega fosfo-tirozil intermediata 
in sočasne cepitve fosfodiestrske vezi v verigi DNA. Tako se ustvari prostor za premik ene 
verige DNA ali dsDNA skozi drugo. Do prekinitve fosfodiestrske vezi lahko pride na eni ali 
obeh komplementarnih verigah DNA. Na koncu poteče razpad intermediata in ponovna 
vzpostavitev fosfodiestrske vezi (4, 9). 
Zaradi možnosti prekinitve fosfodiestrske vezi na eni ali obeh verigah DNA poznamo dva tipa 
topoizomeraz. Med seboj se razlikujeta po strukturnih in mehanističnih lastnostih (7). 
Topoizomeraze I spremenijo topološko stanje DNA molekule s cepitvijo ene verige. 
Topoizomeraze II pa cepijo obe verigi dvojne vijačnice hkrati (10). Nadalje se glede na 
strukturo, mehanizem in evolucijo delijo še na podskupine. Delitev topoizomeraz je 
predstavljena na sliki 1 (5).  
 
Slika 1: Delitev bakterijskih topoizomeraz. Prirejeno po (5). 
1.1.1 Topoizomeraza II 
Topoizomeraze II cepijo in ponovno združijo dsDNA. Na ta način omogočajo prehod ene dsDNA 
preko druge in s tem vplivajo na topologijo DNA (3). Znotraj bakterijske topoizomeraze II 
ločimo DNA girazo in topoizomerazo IV (10). Strukturno sta si podobni, saj se ujemata v 40 % 
zaporedja (11). Razlikujeta pa se po njunem mehanizmu zaviranja tarče (8).  
Oba encima sta heterodimera. DNA giraza je sestavljena iz dveh podenot GyrA in dveh podenot 
GyrB (A2B2). Topoizomerazo IV pa sestavljata dve podenoti ParC in dve podenoti ParE (C2E2). 
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Aktivno mesto z aminokislinskim ostankom Tyr, ki je potreben za vezavo z DNA, se nahaja na 
podenoti GyrA in ParC, za ATP-azno aktivnost (torej za energijo potrebno za katalizo) pa sta 
odgovorni podenoti GyrB in ParE (10).  
Glavna funkcija topoizomeraze IV je ločevanje verižnih DNA obročev, ki so rezultat replikacije. 
Topoizomeraza IV ni zmožna supernavijanja, je pa zelo pomembna pri kromosomskem 
ločevanju in celični delitvi (10). 
1.2 Bakterijska DNA giraza 
DNA giraza spada v skupino topoizomeraz tipa IIA. Poleg nalog, ki jih opravljajo 
topoizomeraze, ima DNA giraza posebno sposobnost uvajanja negativnih supernavojev  v 
verigo DNA ob prisotnosti ATP. Tvorba kovalentne vezi med Tyr v aktivnem mestu GyrA in 5' 
fosfatom verige DNA povzroči nastanek 4 bazne pare velike vrzeli, ki omogoči prehod druge 
verige DNA skozi drugo (3). 
DNA giraza se nahaja v vseh bakterijah, nekaterih rastlinah in tudi parazitih, ne pa v evkariontih. 
Zaradi odsotnosti v evkariontih je DNA giraza dobra in selektivna tarča protibakterijskih 
učinkovin pri zdravljenju okužb (4). 
1.2.1 Zgradba in vloga DNA giraze 
V nadaljevanju je predstavljena DNA giraza E. coli. DNA giraza je heterotetramer, zgrajen iz 
dveh podenot A in dveh podenot B. Obe podenoti DNA giraze – GyrA in GyrB sta sestavljeni 
iz dveh glavnih domen (5). Slika 2 prikazuje podrobnejšo zgradbo DNA giraze. 
GyrB je sestavljena iz N-terminalne domene (NTD) velikosti 43 kDa in C-terminalne 
domene(CTD), ki je velika 47 kDa. NTD GyrB imenujemo tudi GHKL domena (GyrB-Hsp90-
histidine/serine protein kinases-MutL domain). CTD GyrB se razdeli še na TOPRIM domeno 
in pretvornik. GyrB je ATP-aza, saj NTD GyrB vsebuje ATP vezavno mesto in je odgovorna 
za vezavo in hidrolizo ATP-ja. CTD GyrB reagira z GyrA in DNA. Ob vezavi se oblikuje vrzel, 
kamor se ujame DNA dupleks. TOPRIM domena vsebuje kislinske ostanke, ki so potrebni za 
vezavo magnezijevega iona, ki sodeluje v reakciji cepitve in ponovno združitve DNA (5). 
GyrA pa sestavlja NTD velikosti 59 kDa in 35 kDa velika CTD. Znotraj NTD GyrA ločimo 
WHD (winged-helix domain = krilata vijačna domena), stolp domeno (tower) in domeno zvitja 
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verig (coiled coil domain). Vsaka domena ima svojo funkcijo. GyrA je odgovorna za cepitev in 
ponovno združitev DNA. NTD GyrA je dimer, ki tvori vrzel. Na vrhu in na dnu vrzeli sta 
vmesnika, ki povezujeta oba dela dimera. Vmesnik na vrhu dimera vsebuje Tyr aktivno mesto, 
ki tvori fosfodiesterske vezi s 5' konci dsDNA. CTD GyrA ovije DNA in je nujna za negativno 
supernavijanje DNA (5). 
 
Slika 2: Primarna struktura posameznih domen DNA giraze (5). 
S pomočjo različnih tehnik, kot so SAXS, FRET, cryo-EM je bil uspešno ugotovljen položaj 
CTD GyrA v prisotnosti in odsotnosti DNA. Prav tako pa je že na voljo posnetek celotne DNA 
giraze. Za prototip DNA giraze E. coli so na voljo kristalne strukture posameznih domen DNA 
giraze (NTD GyrA, izolirana CTD GyrB in CTD GyrB spojena z NTD GyrB) (4). Strukturo 
DNA giraze prikazuje slika 3. 
 




Slika 3: Struktura DNA giraze. (A) Kristalna struktura DNA giraze. Podenoti ene GyrA in GyrB sta obarvani 
sivo, drugi podenoti sta obarvani. Vsaka barva prikazuje svojo domeno. (B) Prostorska struktura DNA giraze. 
Prirejeno po viru (4, 5). 
 
1.2.2 Mehanizem delovanja DNA giraze 
DNA giraza se v odsotnosti DNA oblikuje v strukturo, sestavljeno iz dveh vrzeli, ki ju omejujejo 
tri vrata: N-, DNA- in C-vrata. N-vrata predstavlja ATP-azna domena GyrB (NTD GyrB), 
DNA-vrata sestavljajo TOPRIM domena, WHD in stolp domena. C-vrata predstavlja majhen 
del domene zvitja verig (slika 3). Negativno supernavijanje DNA z DNA girazo poteka preko 
mehanizma prehoda verig ene skozi drugo, ki ga omogoča usklajeno odpiranje in zapiranje vrat 
(4). 
Katalitični cikel DNA giraze sproži vezava segmenta G (gate) DNA preko NTD GyrA. Pri tem 
pride do dviga CTD GyrA in posledično ovijanje DNA okrog CTD GyrA. Ovitje DNA omogoča 
girazi edinstveno zmožnost supernavijanja DNA. Fenolna skupina v stranski verigi Tyr v 
aktivnem mestu NTD GyrA tvori s segmentom G fosfodiestrske vezi in povzroči cepitev 
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segmenta G. Za cepitev sta potrebna dva Mg2+, ki imata vezavno mestno znotraj TOPRIM 
domene. Površina zgornjega dimera je potegnjena narazen, kar omogoča prehod T segmenta 
skozi N-vrata (5). Vezava ATP na ATP vezavno mesto in zaprtje N-vrat vodi do ujetja segmenta 
T v zgornjo vrzel DNA giraze. Odprtje DNA-vrat omogoči prehod segmentu T v spodnjo vrzel. 
Ko se DNA vrata zaprejo, se segment G ponovno veže. Segment T zapusti spodnjo vrzel skozi 
C-vrata. Sledi ATP hidroliza, ki povzroči ponovno odpiranje N-vrat in s tem omogoči potek 
naslednjega cikla (4). Katalitični cikel uvajanja negativnih supernavojev z DNA girazo 
prikazuje slika 4. 
DNA giraza lahko kot ostale topoizomeraze II tudi sprosti negativno supernavijanje DNA, kar 
povzroči obratno reakcijo od prej opisane. Reakcija ni odvisna od ATP, ker je energijsko ugodna 
in je dosti manj učinkovita kot reakcija supernavijanja DNA. DNA giraza pa lahko tudi sprosti 
pozitivno supernavijanje. Ta reakcija se pojavi po isti poti kot negativno supernavijanje in 
zahteva ATP, čeprav je energetsko ugodnejša. Reakciji katenacije in dekantenacije sta prav tako 
odvisni od ATP (5). 
 
Slika 4: Mehanizem uvajanja negativnih supernavojev DNA giraze. GyrB je obarvana temno modro, CTD GyrA 
svetlo modro in NTD GyrA modro. Segment G je rdeč, segment T pa je rumen. Prirejeno po (4). 
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1.3 Zaviralci podenote A bakterijske giraze 
Dve najbolj znani skupini zaviralcev DNA giraze so aminokumarini in kinoloni. Med seboj se 
razlikujejo po mehanizmu delovanja ter po izvoru. Aminokumarini delujejo na podenoto B 
DNA giraze in so naravnega izvora. Kinoloni so učinkovine, ki delujejo na podenoto A DNA 
giraze in so sinteznega izvora (5). Kinoloni so zaradi ustrezne selektivne toksičnosti primerne 
protibakterijske učinkovine. Vendar pa mutacije v vezavnem mestu vodijo do odpornosti na 
kinolone (7). Zaradi tega zadnja leta močno raste potreba po novih protibakterijskih 
učinkovinah. Ena izmed novejših skupin protibakterijskih skupin so tudi novi zaviralci podenote 
A bakterijske DNA giraze oz. NBTI (8). 
Kot že omenjeno, je bakterijska giraza razdeljena na podenoto A in podenoto B. Zaviralci lahko 
delujejo selektivno na eno ali drugo podenoto. GyrB je ATP-aza, ki daje energijo za potek 
encimske reakcije. Učinkovine, ki delujejo na GyrB se imenujejo »ATP-site inhibitors«. Na 
GyrA pa delujejo učinkovine imenovane »catalitic-site inhibitors« (8), med katerimi so tudi 
kemotipi, ki so podobni spojinam, predstavljenim v nadaljevanju. 
1.3.1 Kinoloni 
Terapevtsko najpomembnejši razred zaviralcev DNA giraze so kinoloni. Uporabljajo se za 
zdravljenje širokega spektra okužb (5) in so eni najpomembnejših protibakterijskih učinkovin 
(12). 
Razdelijo se v dve kategoriji: prva generacija kinolonov oz. starejši kinoloni (nalidiksna kislina) 
in naslednje generacije kinolonov, ki vsebujejo dodan fluor in se zato imenujejo fluorokinoloni 
(npr.: ciprofloxacin, norfloksacin). Glede na strukturne in klinične indikacije so se kinoloni 
skozi čas razvrstili v štiri generacije. Skozi generacije se je povečeval spekter delovanja, 
biološka uporabnost, izboljšala se je prehodnost učinkovin skozi tkiva ter varnost uporabe (5, 
11). 
Zaviralni učinek kinolonov je posledica vezave kinolonov med girazo in DNA. Ob vezavi 
učinkovine pride do tvorbe kompleksa med DNA girazo in razcepljeno verigo dsDNA (5). Na 
ta način stabilizirajo razcepljeno obliko dsDNA (3), kar preprečuje ponovno združitev dsDNA 
molekule in prepreči podvajanje DNA bakterije celice. S tem povzročijo smrt bakterije (5). 
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Kristalna struktura je pokazala, da se dve molekuli kinolnov vežeta v cepljeno DNA in 
preprečita da bi prosti 3' hidroksilni skupini napadli fosfotirozin in tako preprečijo ponovno 
povezavo DNA (3). 
Zadnja leta strmo narašča s kinoloni povzročena bakterijska odpornost, ki zmanjšuje njihovo 
učinkovitost. Razlog za nastanek bakterijske odpornosti je pojav mutacij v genih, ki kodirajo 
nastanek giraze. Posledica mutacij je zmanjšano število in jakost interakcije med encimom in 
učinkovino, kar zmanjša zaviranje ponovnega povezovanja verig DNA (12). Mutacije, ki 
povzročijo rezistenco, se pogosto pojavijo blizu Tyr122 (7), ki je v aktivnem mestu. Območje 
pogostih mutacij se nahaja med aminokislinama 67 in 106 GyrA in se imenuje QRDR (angl. 
quinolone resistance determining region). Najpogosteje se mutacije pojavijo na Ser83 in Asp87 
GyrA (5). Mutacije na serinskem ostanku in asparaginski kislini vplivajo na vezavno afiniteto 
kinolona na encim, pri čemer mutacija asparaginske kisline povzroči večji upad vezavne 
afinitete (3). Mutacija Ser83 v Leu povzroči 40-kratno povečanje IC50 ciprofloksacina (3). 
Druge mutacije, ki povzročijo odpornost na kinolone, zmotijo nastanek mostu voda-kovinski 
ion, ki je potreben za interakcijo encima s kinolonom (12).  
1.3.2 NBTI 
NBTI spojine delimo v dva tipa. Tip I vključuje spojine, katerih predstavnik je gepotidacin, znan 
tudi kot GSK214 944 (spojina a), in njemu podobne spojine. Tip II pa predstavljajo spojine, kot 
sta QPT-1 (spojina b) in spiropirimidintreonim (zoliflodacin, spojina c) in njuni derivati (7, 12). 
Razlika med obema tipoma je v strukturi in zato v mehanizmu vezave v vezavno mesto encima 
(7). V nadaljevanju bo krajšava NBTI pomenila tip I NBTI-jev. 
 
Slika 5: Primeri NBTI. Spojina a predstavlja tip I NBTI, spojini b in c predstavljata tip II NBTI (12). 
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Prve predstavnike NBTI-jev, ki so šli v klinična testiranja, so odkrili v podjetnih GSK in Aventis 
Pharma AG (13). Spojini GSK299423 (spojina d) in NXL-101 (vikvidacin, spojina e) izkazujeta 
odlične protibakterijske lastnosti in nimata navzkrižne rezistence s fluorokinoloni (14). 
Vrednost IC50 spojine d pri zaviranju DNA giraze S. aureusa je 14 ± 5 nM in ima 70-krat 
močnejše delovanje kot spojina e. Prav tako je spojina d 2000-krat močnejša od ciprofloksacina 
(spojina f), ki je predstavnik fluorokinolonov in ima IC50 31 ± 10 μM. Vrednost IC50 spojine d 
za DNA girazo E. coli je 100 nM, kar pomeni, da šibkeje deluje proti po Gramu negativnim 
bakterijam, a so vrednosti še vedno zelo nizke. Mutacija Ser83 v DNA girazi na delovanje 
spojine d ni imela vpliva (3). Spojina e je bila prva učinkovina iz skupine NBTI-jev, ki je šla 
skozi fazo I kliničnih testiranj, vendar so zaradi podaljšanja QTc intervala testiranja prekinili 
(14). Spojina a (slika 5) je prvi predstavnik NBTI-jev, ki je uspešno zaključil fazo II kliničnih 
testiranj za zdravljenje urogenitalne gonoreje (1). 
 
Slika 6: Strukture predstavnikov NBTI (spojina d in e) in fluorokinolona (spojina f) (14). 
 
Struktura NBTI in vloga posameznega dela 
NBTI so molekule, sestavljene iz treh delov: hetereoaromatični, biciklični levi del (LHS), 
distančnik in aromatski, heterociklični desni del (RHS) (15). LHS se veže na DNA in vpliva na 
afiniteto vezave, ne vpliva pa na usmerjanje zaviralca v vezavno mesto GyrA. Distančnik 
omogoča ustrezno razdaljo med levim in desnim delom molekule ter vsebuje aminsko skupino, 
ki vpliva na afiniteto zaviralca. RHS se veže na GyrA in vpliva na selektivnost (16).  




Slika 7: Sestava NBTI 
LHS se ujame med dva bazna para raztegnjene DNA z van der Waalsovimi in − interakcijami 
s t.i. interkalacijo med bazne pare (15). V primeru 1,5-naftiridina je za jakost protibakterijskega 
delovanja in spekter delovanja najugodnejši derivat s halogenom ter ciano ali hidroksi skupino. 
Ostale polarne skupine negativno vplivajo na aktivnost. Metilni eter na mestu 7 izkazuje 
najboljše rezultate, saj je z zamenjavo le-tega z drugimi substituenti prišlo do zmanjšanja jakosti 
(17). 
Distančnik je izpostavljen topilu in vsebuje bazični dušik oz. sekundarni amin. Pomemben je z 
vidika prostorske umestitve tako LHS in RHS, kot tudi bazičnega dušika, ki tvori ionsko vez z 
aminokislinskim ostankom Asp83 (15). Na ta način stabilizira kompleks NBTI/DNA/giraza (7). 
Mutacije na mestu Asp83 in Met121 vplivajo na aktivnost, afiniteto in vezavo NBTI-jev (3). Z 
izbiro ustreznega distančnika poleg prostorske usmerite vplivamo tudi na zaviranje hERG 
kanalov. Substitucija distančnika s hidroksilno skupino je zmanjšala aktivnost spojine na hERG 
kanale za 30-krat. Prav tako se je z uvedbo hidroksilne skupine povečala topnost za 100-krat. 
Hkrati se je protibakterijska jakost zmanjšala minimalno (15). 
RHS zasede razmeroma hidrofobni žep, ki nastane med obema podenotama GyrA. Na ta način 
NBTI-ji stabilizirajo kompleks encim/DNA, pred cepitvijo DNA, in preprečijo ločitev verig. 
Ker se ne vežejo v aktivno mesto, ne pride do direktnega zaviranja cepitve in ponovno združitve 
DNA (3). Žep, ki nastane med obema podenotama GyrA je zelo hidrofoben, sestavljen je iz 
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ostankov aminokislin Ala68, Val71, Met75 in Met121. Zaradi velike hidrofobnosti lahko NBTI-
ji tvorijo s tem predelom predvsem van der Waalsove vezi (3, 16). Hidrofobni žep, ki ga tvorita 
obe podenoti GyrA je omejen po velikosti, zato so modifikacije RHS omejene z velikostjo žepa. 
Večino znanih fragmentov predstavljajo ciklični oz. biciklični aromatski sistemi, z omejenimi 
možnostmi substitucije obročev (18). 
 
Mehanizem vezave in delovanja NBTI 
Pri NBTI-jih gre za nov mehanizem vezave, ki je drugačen od mehanizma fluorokinolonov. 
Posledica drugačnega mehanizma je odsotnost odpornosti (16). Vezavno mesto NBTI-jev se 
razlikuje od vezavnega mesta fluorokinolonv, kljub temu pa je v bližini, zato imajo NBTI-ji 
ohranjeno aktivnost tudi proti izolatom, ki so odporni na fluorokinolone (1). Fluorokinoloni se 
vežejo in stabilizirajo kompleks med DNA girazo in razcepljeno DNA verigo, medtem ko se 
NBTI-ji vežejo na kompleks DNA giraza in DNA, ki nastane pred cepitvijo verige (12). 
 
Slika 8: Kiralna struktura DNA giraze S. aureus vezana z NBTI (spojina d, zelena) in DNA (oranžna veriga) ter z 
ciprofloksacinom (spojina f, rumena) in DNA (rumena veriga) (19). 
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2 Namen dela 
Namen dela bo sintetizirati potencialne zaviralce podenote A bakterijske DNA giraze razreda 
NBTI in optimizirati sintetizirane spojine. LHS se veže v DNA, zato lahko s spremembo le-tega 
vplivamo na afiniteto vezave (15), nima pa vpliva na selektivnost in jakost učinkovine. LHS so 
v preteklih publikacijah optimizirali za ustrezno vezavo, zato se bomo pri načrtovanju zaviralcev 
GyrA usmerili v optimizacijo desnega dela molekule. RHS se veže med obe podenoti GyrA in 
je ključen za selektivnost vezave učinkovine. Pomemben je tako za selektivno delovanje med 
humano in bakterijsko topoizomerazo, kot tudi za selektivno delovanje med bakterijami (16). 
Naše delo bo sestavljeno iz dveh faz. Najprej bomo načrtovali prvo serijo spojin, kjer bomo 
uvajali različne mono in biarilne fragmente v RHS ter na osnovi molekulskega sidranja v 
vezavno mesto giraze A predvideli jakost vezave in vezavne položaje končnih spojin. 
Načrtovane spojine bomo sintetizirali in jim izmerili zaviralno jakost na girazo A. Na osnovi 
molekulskega sidranja najmočnejše spojine iz prve serije bomo preučili tip interakcij, ki jih ta 
spojina tvori z vezavnim mestom in na osnovi tega načrtovali drugo serijo spojin. V homologni 
vrsti pa bomo torej želeli nakazati, da z uvedbo ustreznih substituentov lahko dosežemo 
močnejše delovanje in s tem nižje IC50 in MIC vrednosti.  
Za sintezo končnih spojin bomo uporabili enak LHS, ki bo v našem primeru 2-metoksi-1,5-
naftiridin in enak distančnik, ki bo 1-etilpiperidin-4-amin. LHS in distančnik sta komercialno 
dostopna v obliki spojine, ki se imenuje terc-butil (1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-
il)etil)piperidin-4-il)karbamat (DSK-1030). Spojina ima aminsko skupino, na kateri poteče 
reakcija, zaščiteno z zaščitno skupino Boc. Zato bomo najprej odščitili amino skupino, nato pa 
tvorili sekundarni amin z reakcijo reduktivnega aminiranja. Za fragmente RHS bomo uporabili 
različne spojine v obliki aldehida. Strukturna shema načrtovanih spojin je prikazana na sliki 9. 
 




Slika 9: Strukturna shema načrtovanih spojin. Zgornje strukture skupaj predstavljajo spojino d. Spodaj so 
narisane strukture, ki jih bomo uporabili v sintezah. 
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3 Materiali in metode 
3.1 Materiali 
3.1.1 Reagenti in topila 
Pri sintezah v okviru magistrske naloge smo uporabljali reagente in topila različnih 
proizvajalcev, kot so: Acros Organics, Carlo Erba, Fluka, Merck, Alfa Aesar in Sigma-Aldrich. 
Topila in reagenti so bili takšne čistosti, kot je navedel proizvajalec. Uporabljali smo jih direktno 
iz ustreznih vsebnikov. 
3.1.2 Laboratorijska oprema 
Pri delu v laboratoriju smo uporabljali naslednje aparature: 
• Analitska tehtnica Sartorius® LP620P 
• Magnetno mešalo IKA® RH basic 
• Rotavapor Büchi® type R114 
• UV svetilko Camag UV-cabinet II (λ = 254 / 366 nm) 
• Grelna pištola Einhell® 
• Vakuumsko črpalko Trivac D8B 
3.2 Metode 
3.2.1 Tankoplastna kromatografija (TLC) 
Za spremljanje poteka reakcije, izolacijo produkta in izbiro topil pri kolonski kromatografiji 
smo uporabljali tankoplastno kromatografijo (TLC). Kot stacionarno fazo smo uporabili 
silikagel plošče TLC Silica gel 60 F254, proizvajalca Merck, Nemčija. Plošče imajo na 
aluminijastem nosilcu nanešen silikagel. Kot mobilno fazo pa smo uporabljali kombinacije topil 
v različnih razmerjih, katerim smo dodali 1 % Et3N za boljše potovanje bazičnih spojin ali 1 % 
AcOH za lažje potovanje kislih spojin. Potovanje lis na kromatografski ploščici smo detektirali 
pod UV svetlobo pri valovnih dolžinah λ = 254 nm in λ = 366 nm. Prav tako smo za prevajanje 
prisotnosti spojin uporabili orositvene reagente ninhidrin, FeCl3 v metanolu in 
2,4-dinitrofenilhidrazin.  
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3.2.2 Kolonska kromatografija 
Kolonsko kromatografijo smo uporabljali za izolacijo produkta. Kot stacionarno fazo smo 
uporabljali silikagel 60, proizvajalca Merck, Nemčija, z velikostjo delcev 0,040-0,063 mm. 
Glede na čistost zmesi in kompleksnost kromatografske ločbe smo izbrali stekleno kolono 
ustrezne velikosti in temu prilagodili količino stacionarne faze. Glede na potovanje spojine na 
TLC-ju smo uporabili mobilno fazo kloroform/metanol v različnih razmerjih. Pretok mobilne 
faze smo po potrebi pospešili z zračnim nadtlakom. 
3.2.3 Jedrska magnetna resonanca (NMR) 
Spektri 1H in 13C so bili posneti s spektrometrom Bruker Avance DPX400 na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Vzorci so bili raztopljeni v devteriranih topilih DMSO-d6 ali 
CDCl3. Kot interni standard se je uporabil tetrametilsilan (TMS). Dobljene spektre smo nato 
obdelali z računalniškim programom MestReNova proizvajalca Mestrelab Research, Španija. 
3.2.4 Masna spektrometrija (MS) 
Masni spektri (MS) so bili posneti na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. Masni spektri 
visoke ločljivosti (HRMS) pa so bili posneti na spektrometru VG-Analytical Autospec Q 
proizvajalca Micromass v Centru za masno spektrometrijo na Institutu Jožef Stefan v Ljubljani. 
Uporabljena je bila tehnika ESI. 
3.2.5 Infrardeča spektroskopija (IR) 
IR spektri so bili posneti na spektrometru Perkin Elmer 1600 Series FT-IR na Fakulteti za 
farmacijo, Univerze v Ljubljani. Posnete IR spektre smo obdelali s programom Omnic E.S.P. 
5.3 proizvajalca Thermo Fischer Scientific, ZDA. 
3.2.6 Določanje tališč 
Temperaturo tališča smo določali na talilnem mikroskopu proizvajalca Cambridge Instruments 
z ogrevalno mizico proizvajalca Leica na Fakulteti za farmacijo, Univerze v Ljubljani. Tališča 
so nekorigirana.  
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3.2.7 Molekulsko sidranje 
Molekulsko sidranje (docking) je proces, s katerim lahko z računskimi metodami napovemo 
položaj, konformacijo in orientacijo liganda vezanega v aktivnem mestu tarčnega proteina in 
ocenimo njegovo aktivnost. Proces sidranja delimo na umeščanje oz. sidranje liganda v tarčni 
protein ter ocenimo njegovo vezavno energijo s pomočjo cenilne funkcije (scoring). 
Program lahko upošteva fleksibilnost liganda in tarče, kar imenujemo fleksibilno sidranje. Tak 
postopek je računsko in časovno prezahteven, zato so taki programi redki. Pogosteje program 
upošteva le fleksibilnost liganda, kar se imenuje semi-fleksibilno sidranje. Sidranje, pri katerem 
program obravnava liganda in tarčo rigidno, pa se imenuje rigidno sidranje. Pri uporabi teh 
programov običajno uporabnik predhodno sestavi bazo z različnimi konformacijami iste 
spojine. 
Programi za sidranje se glede na to, kako umeščajo ligand, delijo na simulacijske, naključne oz. 
stohastične in sistematične (20).  
V našem primeru je bilo sidranje rigidno. Pri delu smo uporabili program GOLD, ki je genetski 
algoritem, ki se zgleduje po Darwinovi teoriji in spada med naključne oz. stohastične metode. 
3.2.8 Biološka testiranja 
Ovrednotenje in vitro zaviralnega učinka novih učinkovin smo izvedli na izoliranem divjem tipu 
DNA giraze S. aureus in E. Coli. Vrednosti IC50 smo določili vsem spojinam, ki so kazale več 
kot 50 % encimskega zaviranja, pri koncentracijah spojin 100 μM. Ostale spojine smo 
kategorizirali kot neaktivne (IC50 > 100 μM). Protibakterijsko aktivnost na celih celicah, 
izraženo kot MIC, smo ovrednotili proti istim bakterijskim sevom (21).  
Določitev zaviralne aktivnosti DNA giraze 
Za določanje vrednosti IC50 smo uporabili orodje za metodo imenovano »Gyrase Supercoiling 
High Throughput Plate assay« na S. aureus in E.coli. Analizo smo naredili na črni s 
streptavidinom obdani mikrotitrski plošči s 96 vdolbinicami. Najprej smo rehidrirali jamice s 
priloženim pufrom za spiranje. Nato smo z biotinom vezan oligonukleotid, ki je bil razredčen s 
pufrom za spiranje, imobilizirali v vsako celico in presežek odstranili s pufrom za spiranje in 
ultra čisto vodo. 1,5 enot encima DNA giraze S. aureusa ali E.coli smo inkubirali skupaj z 0,75 
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μg sproščenega pNO1 plazmida kot substrata v prisotnosti 3 μL raztopine zaviralca v 10 % 
DMSO in 0,008 % Tween-20 pri 37 °C za 30 minut v končnem reakcijskem volumnu, ki je bil 
30 μL (do končnega volumna smo dopolnili s pufrom).  Nato smo reakcijo ustavili z dodatkom 
TF pufra in tako naslednjih 30 minut omogočili oblikovanje trojnega kompleksa biotin-
oligonukleotid-plazmid. S TF pufrom smo sprali nevezani plazmid in nato dodali barvilo 
Promega Diamond raztopljeno v pufru T10. Po 10 minutah smo  raztopino zmešali in določili 
flourescenco z uporabo fluorimetra Tecan Fluorimeter. Za predhodno preiskavo (preliminary 
screening) smo uporabili štiri zaviralne koncentracije: 100, 10, 1 in 0,1 μM. IC50 vrednosti smo 
določili pri sedmih koncentracijah zaviralca za spojine,  ki so pri koncentraciji zaviralca 100 
μM, kazale rezidualno aktivnost encima majn kot 50 %, medtem ko so bile druge spojine 
zabeležene kot neaktivne (IC50 > 100 μM). Koncentracijo zaviralca, pri kateri je rezidualna 
aktivnost encima 50 %,  smo izračunali z uporabo nelinearne regresije, ki temelji na prileganju 
zaviralne krivulje log[zaviralec] proti od odgovora odvisnemu naklonu (4 parametri). IC50 
vrednosti predstavljajo povprečje dveh do štirih neodvisnih meritev. Kot pozitivno kontrolo smo 
uporabili ciprofloksacin (21). 
Protibakterijsko testiranje 
Testiranje protibakterijske aktivnosti, izražene kot MIC, smo izvedli z bujonsko mikrodilucijsko 
metodo s ploščo  s 96 vdolbinicami, pri čemer smo upoštevali smernice inštituta Clinical and 
Laboratory Standards Institute in priporočila European Committee on Antimicrobial 
Susceptibility Testing. Bakterijsko suspenzijo specifičnih bakterijskih sevov, ki je ekvivalentna 
0,5 McFarland standardu motnosti smo raztopili s kation prilagojenim Müller Hinton bujonom 
s TES, da bi dosegli končni inokulum 105 CFU/mL. Spojine raztopljene v DMSO in inokulum 
smo zmešali skupaj in inkubirali 20 ur pri 37 °C. Po inkubaciji smo določili MIC vrednosti z 
vizualnim pregledom, saj najnižja razredčitev spojin ni pokazala motnosti. MIC vrednosti smo 
določili proti bakterijskim sevom S. aureus (ATCC 29213) in E.coli (ATCC 25922). Kot 
pozitivna kontrola je bil na vsaki analizni plošči uporabljen tetraciklin (21). 
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4 Eksperimentalni del 
4.1 Sinteza 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida 
Sinteza poteka v treh stopnjah (22).  
 
Slika 10: Sinteza shema 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida. Povzeto po (22). 
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4.1.1 Sinteza osazona 
 
POSTOPEK 
K raztopini glukoze (5,0 g, 27,8 mmol, 1 ekv) v vodi (50 mL) smo dodali fenilhidrazin (12,0 g, 
83,3 mmol, 3 ekv), natrijev acetat (14,0 g, 166,8 mmol, 6 ekv), vodo (150 mL) in ocetno kislino 
(0,1 mL). Reakcijsko zmes smo pustili mešati pod refluksom 1 h. Nato smo zmes ohladili in 
prefiltrirali z odsesavanjem. Oborjen produkt (spojina 1) je bil na filter papirju. 
REZULTATI 
Videz: živo rumeni kristali 
Izkoristek: η = 73,4 % (7,308 g) 
Rf: 0,48 (MF: DKM/MeOH = 4/1 + 1 % Et3N) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ[ppm] = 3,40–3,50 (m, 2H, CH(OH)); ( 3,53–3,65 (m, 2H, 
CH2(OH)); 4,34–4,37 (m, 1H, CH(OH)); 4,51–4,53 (m, 1H, CH2(OH)); 4,56–4,60 (m, 2H, 
CH(OH)); 5,10 (d, J = 5,2 Hz, 1H, CH(OH)C(NNH–Ar)C); 6,83–6,88 (m, 2H, Ar–H); 7,03 (dd, 
J = 1,2 Hz, J = 8,8 Hz, 2H, Ar–H); 7,14 (dd, J =  1,2 Hz, J = 8,8 Hz, 2H, Ar–H); 7,28–7,38 (m, 
4H, Ar–H); 7,87 (s, 1H, CHNNH-Ar); 10,70 (s, 1H, CHNNH-Ar); 12,29 (s, 1H, CNNH-Ar);  
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4.1.2 Sinteza D-arabino triazol-1,2-fenilizotriaznola 
 
POSTOPEK 
K raztopini spojine 1 (7,303 g, 20,4 mmol, 1 ekv) v vodi (150 mL) smo dodali bakrov sulfat 
pentahidrat (7,128 g, 28,5 mmol, 1,4 ekv) in pustili reakcijo mešati pod refluksom 2 h. Nato 
smo vročo prefiltrirali in filtrat ohladili. Pri tem se je del produkta oboril, del pa ga je ostal 
raztopljen v vodi. Ohlajen filtrat smo prefiltrirali z odsesavanjem. Nastalo oborino pa raztopili 
v etanolu. Filtrat smo uparili in k preostanku v bučko dodali raztopino etanola. Vsebino smo 
segreli do vretja, počakali, da se ohladi in ponovno prefiltrirali z odsesavanjem. Filtrat smo 
uparili in dobili spojino 2. 
REZULTATI 
Videz: živo oranžno do svetlo rjava trdna snov 
Izkoristek: η = 32,5 % (1,76 g) 
Rf: 0,40 (MF: DKM/MeOH = 4/1 + 1 % Et3N) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ[ppm] = 3,54–3,64 (m, 4H, CH(OH)CH2(OH)); 4,39–4,40 
(m, 1H, CH(OH)); 4,65–4,69 (m, 2H, CH(OH)CH(OH)); 5,11 (s, 1H, CH(OH)); 5,29 (s, 1H, 
CH(OH)); 7,23 (s, 1H, Ar–H); 7,38–7,41 (m, 1H, Ar–H); 7,54–7,57 (m, 2H, Ar–H); 7,95–7,99 
(m, 2H, Ar–H) 
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4.1.3 Sinteza 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida 
 
POSTOPEK 
K raztopini spojine 2 (1,76 g, 6,64 mmol, 1 ekv) v vodi (10 mL) smo dodali natrijev perjodat 
(0,85 g, 4,00 mmol, 0,3 ekv). Reakcijo smo pustili mešati pri sobni temperaturi 16 h. Nato smo 
reakcijsko zmes prefiltrirali z odsesavanjem. Del produkta je bil oborjen, del pa ga je ostal 
raztopljen v topilu. Zato smo filtrat ekstrahirali z DKM (2 x 10 mL). Organsko fazo smo sušili 
z Na2SO4, filtrirali in jo uparili. Produktu v bučki smo dodali oborjen produkt in raztopili v 
dietiletru. Zmes smo prefiltrirali z odsesavanjem in filtrat uparili. 
REZULTATI 
Videz: temno rjava trdna snov 
Izkoristek: η = 24,5 % (0,282 g) 
Rf: 0,82 (MF: DKM/MeOH = 4/1) 
1H NMR (400 MHz, DMSO-d6) δ[ppm] = 7,53–7,57 (m, 1H, Ar–H); 7,63 – 7,67 (m, 2H, Ar–
H); 8,11 – 8,13 (m, 2H, Ar–H); 8,70 (s, 1H, Ar–H); 10,19 (s, 1H, Ar–H). 
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4.2 Odščita zaščitne skupine Boc na terc-butil (1-(2-(6-metoksi-1,5-
naftiridin-4-il)etil)piperidin-4-il)karbamatu (DSK-1030)  
 
POSTOPEK 
K spojini terc-butil (1-(2-(6-metoksi-1,5-naftiridin-4-il)etil)piperidin-4-il)karbamat (DSK-
1030) (0,63 g, 1,63 mmol, 1ekv) smo dodali HCl/AcOH (12,5 mL, 12,5 mmol, 7,7 ekv) in 
reakcijsko zmes pustili mešati pri sobni temperaturi 0,5 h pod argonovo atmosfero. Nato smo 
uparili topilo. Zaostanek 4 v bučki smo raztopili v  nasičeni raztopini NaHCO3 (30 mL) ter 
naalkalili z 1,0 M NaOH do pH 12. Zmes smo ekstrahirali z DKM (3 x 30 mL) in EtOAc (2 x 
30 mL). Združene organske faze smo sušili z Na2SO4, filtrirali in uparili. 
REZULTATI 
Videz: rjavo oranžna smolnata tekočina 
Izkoristek: η = 70,7 % (0,330 g) 
Rf: 0,10 (MF: DKM/MeOH = 4/1 + 1 % Et3N) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,40–1,50 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,86–1,89 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,15–2,22 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,67–2,74 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,77–2,81 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,03–3,06 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,37–3,41 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 4,09 (s, 3H, CH3–O–Ar); 7,12 (d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–H); 
7,42 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 8,20  (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 8,67 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) 
13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,46; 35,82; 52,37; 53,72; 58,37; 77,23*; 116,31; 124,24; 
140,33; 140,97; 141,48; 146,64; 147,70; 161,43 *Signal se prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 287,2  (M + H)+  
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HRMS (ESI+) m/z za C16H22N4O ([M + H]
+): izmerjeno 287,1802; izračunano 287,1806  
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4.3 Splošni postopek za sintezo končnih spojin 
 
Slika 11: Sintezna shema končnih spojin. Pogoji in reagenti: a) 1.) AcOH, MeOH, rt, 2 h, 2.) NaCNBH3, MeOH, 
0 °C → rt, 16 h 
V vnaprej segreto bučko z okroglim dnom smo natehtali izbran reagent. Spojino 4 (0,200 g, 
0,698 mmol, 1 ekv) smo raztopili v majhni količini brezvodnega metanola in dodali v bučko. K 
nastali reakcijski zmesi smo dodali ocetno kislino (približno 1 mL – 2 kapljici). Reakcijsko zmes 
smo pustili mešati na sobni temperaturi 2 h pod argonovo atmosfero. Nato smo raztopili 
NaCNBH3 (0,175 g, 2,792 mmol, 4 ekv) v majhni količini brezvodnega metanola (približno 1 
mL). Bučko z reakcijsko zmesjo smo ohladili na ledeni kopeli in po kapljicah dodali NaCNBH3. 
Reakcijo smo pustili mešati 16 h pri 0 °C do sobne temperature pod argonovo atmosfero. Nato 
smo uparili topilo in preostanek raztopili v EtOAc (20 mL). Raztopino smo ekstrahirali z 
nasičeno raztopino Na2CO3 (3 x z 10 ml). Organsko fazo smo ločili in sušili z Na2SO4, filtrirali 
in topilo uparili. Zaostanek v bučki smo očistili s kolonsko kromatografijo (SiO2, CHCl3 : 
MeOH = 9 : 1).  
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Za sintezo spojine 5 smo uporabili spojino 3 (0,169 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in 4 po zgoraj 
opisanem splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: temno rjava strjena smola 
Ttališče: 74,1–78,9 °C 
Izkoristek: η = 43,3 % (0,134 g) 
Rf: 0,45 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,22 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,50–1,58 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH)*; 1,99–2,02 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,19–2,24 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,60–2,65 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,79–2,83 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,07–3,10 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,38–3,42 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 4,03 (s, 2H, Ar–CH2–NH); 4,09 (s, 3H, CH3–O–Ar); 7,12 
(d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–H); 7,33–7,37 (m, 1H, Ar–H); 7,43 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 7,46–7,51 
(m, 2H, Ar–H); 7,75 (s, 1H, Ar–H); 8,04–8,07 (m, 2H, Ar–H); 8,19 (d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–H); 
8,67 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) *Signal se delno prekriva s signalom za vodo v CHCl3. 
13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,47; 32,69; 41,73; 52,31; 53,72; 54,36; 58,42; 77,23*; 
116,28; 118,72; 124,25; 127,33; 129,27; 134,44; 139,85; 140,35; 140,98; 141,49; 146,72; 
147,71; 148,88; 164,41*Signal se prekriva s signalom za CHCl3. 
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MS (ESI+) m/z = 444,3 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C25H30ON7 ([M + H]
+): izmerjeno 444,2504; izračunano 444,2506 
IR (ATR): ν [cm-1] = 2915, 2814, 1611, 1593, 1489, 1459, 1399, 1334, 1259, 1131, 1108, 1078, 
1019, 990, 966, 851, 807, 756, 713, 692, 662, 603, 585, 545. 
  







Za sintezo spojine 6 smo uporabili benzaldehid (0,092 mL, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in spojino 4 
po zgoraj opisanem splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: strjena rumena smola 
Ttališče: 47,7–50,1 °C  
Izkoristek: η = 24,4 % (0,064 g) 
Rf: 0,28 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,14 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,48–1,58 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,98–2,01 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,19–2,25 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,57–2,62 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,80–2,84 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,07–3,10 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,39–3,43 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,86 (s, 2H, Ar–CH2 –NH); 4,10 (s, 3H, CH3–O–Ar); 7,13 
(d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 7,28–7,30 (m, 1H, Ar–H)*; 7,36 (d, J = 4,4 Hz, 4H, Ar–H); 7,43 (d, 
J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 8,21 (d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–H); 8,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) *Signal 
se delno prekriva s signalom za vodo v CHCl3.  
13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,47; 32,80; 50,82; 52,35; 53,72; 54,09; 58,46; 77,24*; 
116,27; 124,24; 126,90; 128,06; 128,44; 140,34; 140,75; 140,99; 141,49; 146,75; 147,71; 
161,40 *Signal se prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 377,3 (M + H)+ 
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HRMS (ESI+) m/z za C23H29ON4 ([M + H]
+): izmerjeno 377,2334; izračunano 377,2336 
IR (ATR): ν [cm-1] = 2942, 2817, 1611, 1590, 1489, 1452, 1397, 1361, 1334, 1301, 1256, 1183, 
1107, 1075, 1018, 987, 849, 808, 747, 697, 649, 614, 537. 
  







Za sintezo spojine 7 smo uporabili 4-hidroksimetilbenzaldehid (0,123 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) 
in spojino 4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: svetlo rjava strjena smola 
Ttališče: 73,4–76,7 °C 
Izkoristek: η = 43,0 % (0,122 g) 
Rf: 0,07 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,03 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,48–1,57 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,97–2,00 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,18–2,23 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,55–2,61 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,79–2,83 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,06–3,09 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,38–3,42 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,85 (s, 2H, Ar–CH2–NH); 4,09 (s, 3H, CH3–O–Ar); 4,71 
(s, 2H, Ar–CH2–OH); 7,13 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 7,35 (s, 4H, Ar–H); 7,43 (d, J = 4,8 Hz, 
1H, Ar–H); 8,20 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 8,67 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) 
13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,39; 32,48; 50,39; 52,24; (53,67 in  53,79)*; 58,35; 
65,04;77,21**; 116,32; 124,25; 127,20; 128,33; 139,79; 140,32; 140,96; 141,46; 146,62; 
147,66; 147,70; 161,43 *Gre za podvojen signal, C-atoma sta podobna, ne pa identična. 
**Signal se prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 407,3 (M + H)+ 
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HRMS (ESI+) m/z za C24H31O2N4 ([M + H]
+): izmerjeno 407,2440; izračunano 407,2442 
IR (ATR): ν [cm-1] = 2938, 2821, 1611, 15920, 1503, 1487, 1446, 1397, 1333, 1257, 1174, 
1104, 1073, 1050, 1017, 990, 930, 849, 805, 753, 613, 585. 
  







Za sintezo spojine 8  smo uporabili 4-formilbenzamid (0,135 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in spojino 
4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. S tem, da smo modificirali postopek tako, da smo 
vodno fazo ekstrahirali tudi z DKM (1 x 30 mL). Nato smo z združenimi organskimi fazami 
nadaljevali po splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: rumeni kristali 
Ttališče: 116,1–122,1 °C 
Izkoristek: η = 11,3 % (0,033 g) 
Rf: 0,06 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,02 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,44–1,54 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,94–1,96 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,14–2,20 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,51–2,56 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,77–2,81 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,04–3,07 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,36–3,40 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,90 (s, 2H, Ar–CH2–NH); 4,07 (s, 3H, CH3–O–Ar); 5,59–
6,17 (m, 2H, CONH2); 7,11 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 7,41–7,44 (m, 3H, Ar–H); 7,78 (d, J = 
8,4 Hz, 2H, Ar–H); 8,18 (d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–H); 8,66 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) 
13C (100 MHz, DMSO) δ[ppm] = 27,49; 32,05; 49,33; 51,67; 53,27; 53,58; 57,85; 115,99; 
124,46; 127,20; 127,41; 132,32; 140,24; 140,45; 140,81; 144,74; 146,15; 147,66; 160,80; 
167,10 
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MS (ESI+) m/z = 420,3 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C24H30O2N5 ([M + H]
+): izmerjeno 420,2391; izračunano 420,2394 
IR (ATR): ν [cm-1] = 3288, 3148, 2941, 2838, 1681, 1614, 1591, 1567, 1495, 1450, 1398, 1336, 
1289, 1264, 1134, 1105, 1083, 1017, 990, 869, 851, 807, 782, 757, 691, 657, 631, 602, 586, 
547. 
  







Za sintezo spojine 9 smo uporabili 4-(dimetilamino)benzaldehid (0,135 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) 
in spojino 4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. S tem, da smo modificirali postopek, tako 
da smo vodno fazo ekstrahirali tudi z DKM (1 x 30 mL). Nato smo z združenimi organskimi 
fazami nadaljevali po splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: rumeno oranžna strjena smola 
Ttališče: 89,4–91,6 °C 
Izkoristek: η = 66,9 % (0,196 g) 
Rf: 0,07 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,05 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,47–1,57 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,95–1,98 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,15–2,21 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,56–2,62 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,76–2,80 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 2,93 (s, 6H, N(CH3)2); 2,98–3,09 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 3,35–3,39 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,74 (s, 2H, Ar–CH2–NH); 4,07 (s, 
3H, CH3–O–Ar); 6,71 (d, J = 8,8 Hz, 2H, Ar–H); 7,11 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 7,21 (d, J = 
8,8 Hz, 2H, Ar–H); 7,41 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 8,18 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 8,66 (d, J = 
4,4 Hz, 1H, Ar–H) 
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13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,43; 32,33; 40,74; 49,97; 52,26; 53,72; 58,39; 77,23*; 
112,71; 116,26; 124,24; 129,19; 140,31; 140,96; 141,46; 146,71; 147,67**; 149,87; 161,39 
*Signal se prekriva s signalom za CHCl3. **Se verjetno prekrivata dva signala. 
MS (ESI+) m/z = 420,3 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C25H34ON5 ([M + H]
+): izmerjeno 420,2754; izračunano 420,2758 
IR (ATR): ν [cm-1] = 2920, 2802, 1611, 1593, 1523, 1488, 1397, 2335, 1262, 1217, 1191, 1166, 
1146, 1104, 1063, 1018, 958, 934, 856, 837, 809, 755, 712, 696, 647, 586, 566. 
  







Za sintezo spojine 10 smo uporabili 6-metoksinikotinaldehid (0,135 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in 
spojino 4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. S tem, da smo modificirali postopek, tako da 
smo vodno fazo ekstrahirali tudi z DKM (1 x 30 mL). Nato smo z združenimi organskimi fazami 
nadaljevali po splošnem postopku. 
REZULTATI  
Videz: rumeno oranžna strjena smola 
Ttališče: 66,7–68,9 °C 
Izkoristek: η = 65,7 % (0,187 g) 
Rf: 0,20 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,11 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,44–1,54 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH)*; 1,95–1,98 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,17–2,22 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,52–2,57 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,78–2,82 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,05–3,08 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,38–3,42 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,78 (s, 2H, Ar–CH2–NH); 3,95 (s, 3H, CH3–O–Ar); 4,09 
(s, 3H, CH3–O–Ar); 6,75 (dd, J = 8,4 Hz, J = 0,4 Hz, 1H, Ar–H); 7,13 (d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–
H); 7,43 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 7,61 (dd, J = 8,4 Hz, J = 2,4 Hz, 1H, Ar–H); 8,10 (d, J = 1,6 
Hz, 1H, Ar–H); 8,20 (d, J = 9,2 Hz, 1H, Ar–H); 8,68 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) *Signal se delno 
prekriva s signalom za vodo v CHCl3. 
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13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,42; 32,65; 47,49; 52,26; 53,42; 53,72; 58,39; 77,24*; 
110,77; 116,30; 124,25; 128,67; 140,35; 139,00; 140,97; 141,49; 146,08; 146,62; 147,71; 
161,42; 163,47 *Signal se prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 408,3 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C23H30O2N5 ([M + H]
+): izmerjeno 408,2391; izračunano 408,2394 
IR (ATR): ν [cm-1] = 2929, 2808, 1610, 1591, 1449, 1461, 1397, 1376, 1334, 1313, 1292, 1256, 
1107, 1073, 847, 770. 
  







Za sintezo spojine 12 smo uporabili 4-klorobenzaldehid (0,128 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in 
spojino 4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. S tem, da smo modificirali postopek, tako da 
smo vodno fazo ekstrahirali tudi z DKM (2 x z 30 mL). Nato smo z združenimi organskimi 
fazami nadaljevali po splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: oražno rjavi kristali 
Ttališče: 67,6–68,4 °C 
Izkoristek: η = 76,7 % (0,220 g) 
Rf: 0,44 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,32 (MF: CHCl3/MeOH = 4/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,43–1,53 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,93–1,96 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,15–2,20 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,50–2,55 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,77–2,81 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,03–3,06 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,36–3,40 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,80 (s, 2H, Ar–CH2 –NH); 4,07 (s, 3H, CH3–O–Ar); 7,11 
(d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 7,26–7,31 (m, 4H, Ar–H)*; 7,41 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 8,18 (d, 
J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 8,65 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) *Signal se delno prekriva s signalom za 
CHCl3. 
13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,44; 32,69; 50,06; 52,29; (53,71 in  54,04)*; 58,40; 
77,25**; 116,30; 124,74; 128,53; 129, 39; 132,56; 139,19; 140,32; 140,96; 141,47; 146,65; 
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147,69; 161,42 *Gre za podvojen signal, C-atoma sta podobna, ne pa identična. ** Signal se 
prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 411,3 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C23H28ON4Cl ([M + H]
+): izmerjeno 411,1930; izračunano 411,1946 
IR (ATR): ν [cm-1] = 3223, 2945, 2827, 1490, 1262, 1092, 857, 810, 757, 641, 603. 
  







Za sintezo spojine 13 smo uporabili 4-bromobenzaldehid (0,168 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in 
spojino 4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. S tem, da smo modificirali postopek, tako da 
smo vodno fazo ekstrahirali tudi z DKM (2 x z 30 mL). Nato smo z združenimi organskimi 
fazami nadaljevali po splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: rumeno oranžni kristali 
Ttališče: 74,7–75,8 °C 
Izkoristek: η = 92,2 % (0,293 g) 
Rf: 0,55 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,29 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,43–1,52 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH)*; 1,93–1,96 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,15–2,20 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,50–2,55 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,77–2,81 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,03–3,06 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,36–3,40 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,79 (s, 2H, Ar–CH2 –NH); 4,07 (s, 3H, CH3–O–Ar); 7,11 
(d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 7,22 (d, J = 6,32 2H, Ar–H); 7,40–7,45 (m, 3H, Ar–H); 8,18 (d, J = 
8,8 Hz, 1H, Ar–H); 8,65 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) *Signal se delno prekriva s signalom za vodo 
v CHCl3. 
13C (100 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 28,44; 32,69; 50,10; 52,29; (53,71 in 54,03)*; 58,40; 
77,25**; 116,30; 120,63; 124,74; 129,77; 131,48; 139,72; 140,32; 140,97; 141,46; 146,66; 
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147,68; 161,42 * Gre za podvojen signal, C-atoma sta podobna, ne pa identična. ** Signal se 
prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 455,1 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C23H28ON4Br ([M + H]
+): izmerjeno 455,1424; izračunano 455,1441 
IR (ATR): ν [cm-1] = 3224, 2942, 2826, 1589, 1489, 1402, 1335, 1263, 1092, 1006, 856, 810, 
757, 656, 634, 598, 545, 521. 
  







Za sintezo spojine 11 smo uporabili 4-jodobenzaldehid (0,210 g, 0,908 mmol, 1,3 ekv) in 
spojino 4 po zgoraj opisanem splošnem postopku. 
REZULTATI 
Videz: rumeno rjavi kristali 
Ttališče: 80,8–82,7 °C 
Izkoristek: η = 481,3 % (0,285 g) 
Rf: 0,40 (MF: DKM/MeOH = 4/1); 0,17 (MF: CHCl3/MeOH = 9/1) 
1H NMR (400 MHz, CDCl3) δ[ppm] = 1,43–1,52 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 1,92–1,95 (m, 
2H, N(CH2CH2)2CH); 2,14–2,20 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 2,50–2,55 (m, 1H, 
N(CH2CH2)2CH); 2,77–2,81 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,03–3,06 (m, 2H, N(CH2CH2)2CH); 
3,36–3,40 (m, 2H, N–CH2CH2–Ar); 3,78 (s, 2H, Ar–CH2–NH); 4,07 (s, 3H, CH3–O–Ar); 7,08–
7,12 (m, 3H, Ar–H); 7,41 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 7,41 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H); 7,64 (d, J 
= 8,4 Hz, 2H, Ar–H); 8,18 (d, J = 8,8 Hz, 1H, Ar–H); 8,66 (d, J = 4,4 Hz, 1H, Ar–H) 
13C (100 MHz, DMSO-d6) δ[ppm] = 28,42; 32,66; 50,17; 52,27; 53,72; 58,38; 77,24*; 92,10; 
116,30; 124,26; 130,07; 137,46; 140,36; 140,44; 140,96; 141,50; 146,60; 147,72; 161,43 
*Signal se prekriva s signalom za CHCl3. 
MS (ESI+) m/z = 503,2 (M + H)+ 
HRMS (ESI+) m/z za C23H28ON4 ([M + H]
+): izmerjeno 503,1298; izračunano 503,1302 
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IR (ATR): ν [cm-1] = 2921, 2791, 1612, 1586, 1502, 1487, 1398, 1333, 1260, 1142, 1120, 1095, 
1076, 1007, 930, 886, 855, 800, 737, 706, 627, 583, 538. 
  




5.1 Kemijska razprava 
5.1.1 Razprava k sintezi 2-fenil-2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida 
Priprava 2H-1,2,3-triazola je bila izvedena v več zaporednih korakih. V prvi stopnji smo izvedli 
reakcijo nukleofilne adicije s sledečo eliminacijo med D-glukozo in fenilhidrazin 
hidrokloridom, pri kateri smo dobili »Fisherjev« osazon (22). Reakcija poteka v kislem, ker je 
optimalni pH za potek reakcije 3,2. Fisherjev osazon nastane v več stopnjah, najprej pride do 
nastanka fenilhidrazona 1a, ki se nato oksidira in tvori z drugo molekulo fenilhidrazina 
intermediat 1b, ki nato reagira s tretjo molekulo fenilhirazina do osazona (23). 
 
Slika 12: Mehanizem nastanka »Fischerjevega« osazona – nukleofilna adicija s sledečo eliminacijo 
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Nato je sledila oksidativna ciklizacija s Hudsonovo metodo (22). Osazon v vodni raztopini 
bakrovega sulfata hitro razpade in tvori glukotriazol (24). 
 
Slika 13: Mehanizem oksidativne ciklizacije osazona 
 
Z oksidativno cepitvijo glukotriazola v vodni raztopini NaIO4, kot oksidanta, smo dobili 2-fenil-
2H-1,2,3-triazol-4-karbaldehida (22). 
 
Slika 14: Mehanizem oksidativne cepitve glukotriazola 
 
5.1.2 Razprava k selektivni odščiti zaščitne skupine Boc 
Odščito zaščitne skupine Boc smo izvedli z dodatkom 1 M raztopine HCl v ocetni kislini. S tem 
smo dosegli protoniranje karbamata in nastanek intermediata v obliki karbokationa. Nato je 
sledil izstop terc-butilnega karbokationa, ki je dobro izstopajoča skupina. Pri tem je nastala 
karbaminska kislina, ki je nestabilna in v naslednjem koraku razpade na CO2 in amin. Slednji 
se je nahajal v obliki hidroklorida in z dodatkom baze smo dobili amin v prosti obliki, ki smo 
ga uporabili v naslednji reakciji (25). 




Slika 15: Mehanizem selektivne odščite zaščitne skupine Boc z uporabo HCl/AcOH. Povzeto po (25). 
 
5.1.3 Razprava k reakciji reduktivnega aminiranja 
Reduktivno aminiranje je dvostopenjska reakcija, pri kateri iz aldehida in amina dobimo drug 
amin z dodanim alkilnim substituentom. V prvem koraku pride do reverzibilne tvorbe imina, ki 
se v naslednjem koraku ob prisotnosti reducenta ireverzibilno reducira do amina. Z izbiro 
ustreznega reducenta lahko reakcija poteče v isti reakcijski zmesi. Izbrani reducent ne sme biti 
tako močen, da bi reduciral aldehid, kljub temu pa more biti dovolj močen, da reducira imin, ki 
nastane. Najpogosteje uporabljen reducent pri reakciji reduktivnega aminiranja je NaCNBH3 
(26, 27). 
 
Slika 16: Mehanizem reakcije reduktivnega aminiranja prikazan za spojino 6. Povzeto po (27). 
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Z dodatkom katalitske količine ocetne kisline povzročimo protoniranje aldehida. Na ta način se 
poveča elektrofilnost karbonilnega ogljika, kar olajša napad nukleofila (amina). Nukleofilnemu 
napadu sledi 1,2-adicija amina na karbonilni ogljik. V naslednjem koraku pride do premestitve 
protona z amino na hidroksilno skupino, kar povzroči nastanek dobro izstopajoče skupine. Z 
eliminacijo vode dobimo protonirano obliko imina, ki se nato ireverzibilno reducira do 
ustreznega amina (28).  
Surov produkt smo po odparitvi topila spirali z nasičeno vodno raztopino NaHCO3, kar je 
povzročilo razpad prisotnih kompleksov z NaCNBH3.  
5.2 Razprava k biološkemu vrednotenju 
5.2.1 Razprava rezultatov bioloških testiranj 
Končnim spojinam 5, 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12 in 13 smo na Kemijskem inštitutu določili in vitro 
zaviralni učinek na izoliranem divjem tipu DNA giraze S. aureus in E. coli, izražen kot IC50. 
Prav tako smo določili protibakterijsko aktivnost na celicah istih sevov, izraženo kot MIC.  
IC50 je merilo jakosti učinkovine in predstavlja koncentracijo učinkovine, ki zmanjša aktivnost 
encima na 50 % najvišje aktivnosti encima (izražene z vmax). Nižja kot je vrednost IC50, 
močnejša je spojina, saj pride pri nižji koncentraciji zaviralca do enakega zmanjšanja aktivnosti 
encima na polovico. Vrednost MIC je minimalna inhibitorna koncentracija in predstavlja 
najnižjo koncentracijo učinkovine, ki še zavira rast preiskovane bakterije.  
Rezultati bioloških testiranj kažejo, da naše spojine močneje delujejo na po Gramu pozitivne 
bakterije, imajo pa aktivnost tudi proti po Gramu negativnim bakterijam, vendar je ta slabša. 
Vezavni mesti S. aureus (po Gramu pozitivna bakterija) in E. coli (po Gramu negativna 
bakterija) se precej razlikujeta. Hidrofobni žep, ki ga tvorita obe podenoti GyrA je omejen po 
velikosti. V primerjavi s S. aureus je pri E. coli ta žep še ožji. To povzroči omejen izbor RHS, 
z malo možnostmi substitucije obročev. Pri E. coli je otežen prodor spojine globje v hidrofobni 
žep in so zato interakcije RHS z girazo šibkejše (16), kar se kaže tudi v rezultatih bioloških 
testiranj. MIC in IC50 vrednosti so pri girazi E. coli višje, kar pomeni, da je protibakterijsko 
delovanje šibkejše. 
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Izmed sintetiziranih spojin, ki ne vsebujejo halogenov, je najmočnejšo zaviralno jakost 
izkazovala spojina 9, ki ima na para mestu fenilnega obroča vezan dimetilamin. V primeru 
metilnih skupin lahko pride do nastanka ion-dipolnih interakcij, saj je amin pri pH, pri katerem 
izvajamo test, ki je enak fiziološkemu pH, protoniran. 
Spojina 5, pri kateri RHS predstavlja 2-fenil-2H-1,2,3-triazol, izkazuje nizke IC50 in MIC 
vrednosti, saj dodaten fenilni obroč omogoči dodatne van der Waalsove interakcije. Tudi spojina 
10 je v podobnem območju vrednosti. Spojini 7 in 8 sta izkazovali slabšo aktivnost na encimu, 
verjetno zaradi prevelike polarnosti na mestu para, ki je razlog, da ne pride do interakcij s 
hidrofobnimi aminokislinskimi ostanki v vezavnem žepu. Možno je tudi da RHS ne uspe doseči 
aminokislinskih ostankov za tvorbo dodatnih vezi. 
Tabela I: Rezultati zaviranja DNA giraze in protibakterijske aktivnosti in vitro 
Spojina Struktura 









0,24 7,83 0,5 64 
7 
 
4,39 56,56 4 28 
8 
 
1,82 / 2 >128 




5.2.2 Razprava k drugi seriji spojin z uvedbo halogenov  
Optimizacija spojine iz prve serije je potekala v smeri halogenih interakcij. V drugi fazi smo 
sintetizirali spojine substituirane s Cl, Br in I na para mestu fenilnega obroča RHS. Z dodatno 
substitucijo z različnimi halogeni smo želeli ojačati halogene interakcije in doseči močnejšo 
vezavo.  
Na moč halogenih vezi vplivata dva dejavnika: vrsta halogena in lastnosti skupine, vezane na 
halogen. Velikost in polarizabilnost halogenov se po skupini navzdol povečuje (F < Cl < Br < 
I). Z večanjem velikosti in polarizabilnosti halogenov se povečuje moč halogenih vezi (29). 
Iz rezultatov bioloških testiranj lahko vidimo, da jakost po skupini navzdol narašča, kar sovpada 
z večanjem premera halogenov in posledično z močjo halogenih interakcij. Na osnovi tega lahko 
domnevamo, da gre za halogene interakcije. Pri jodu (spojina 13) vrednost malenkost pade (višja 
vrednost IC50), kar zelo verjetno pomeni, da je jod prevelik in da smo z Br (spojina 12) dosegli 
optimalno delovanje. Po drugi strani pa ima spojina 13 nižjo MIC vrednost in zato močnejši 
protibakterijski učinek. 
Rezultati bioloških testiranj so potrdili našo napoved. Dodatna halogena interakcija predvidoma 
med karbonilnim kisikom aminokislinskega ostanka Ala86 in halogenskim substituentom v 




0,067 11,89 0,125 32 
10 
 
0,34 7,24 0,5 16 
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Tabela II: Rezultati zaviranja DNA giraze in protibakterijske aktivnosti in vitro -vpliv halogenov 
 
Slika 14 predstavlja spojino 13 vezano v kompleks GyrA/DNA kot predpostavljamo na osnovi 
molekulskega sidranja z označenimi interakcijami. To delo sva opravili skupaj z doktorsko 
študentko s Kemijskega inštituta Anjo Kolarič. Na sliki vidimo, da jod tvori s karbonilnim 
kisikom aminokislinskega ostanka Ala86 GyrA halogeno interakcijo (roza). Prav tako je 
označena ionska vez dušika in aminokislinskega ostanka Asp83 (rumena). Na sliki niso 
označene van der Waalsove interakcije fenilnega obroča z aminokislinskimi ostanki Ala68, 
Met75 in Met121. 
Spojina Struktura 









1,02 40,6 4 64 
11 
 
0,035 1,71 0,125 4 
12 
 
0,007 0,57 0,031 2 
13 
 
0,011 0,28 0,0078 2 




Slika 17: Spojina 13 vezana v GyrA.   




V okviru magistrske naloge smo načrtovali in sintetizirali nove zaviralce podenote A bakterijske 
DNA giraze. Pri tem smo se usmerili v optimizacijo desnega dela molekule. S tem smo želeli 
vplivati na jakost in selektivnost delovanja, saj se RHS veže med obe podenoti GyrA. 
Načrtovanje in sintezo spojin smo izvedli v dveh stopnjah. V drugi stopnji, ki je potekala v smeri 
halogenih interakcij, smo optimizirali najboljšo spojino iz prve serije. Vse končne spojine so 
bile sintetizirane z reakcijo reduktivnega aminiranja ob prisotnosti NaCNBH3 kot reducenta. V 
okviru magistrske naloge smo skupno sintetizirali devet končnih spojin. Spojine imajo enak 
LHS in distančnik, razlikujejo se le v RHS.  
Končnim spojinam smo določili in vitro zaviralni učinek na izoliranima divjima tipoma DNA 
giraze S. aureus in E. coli, ter protibakterijsko aktivnost na bakterijskih celicah istih sevov. 
Rezultati testiranj so potrdili našo napoved, da halogeni tvorijo z vezavnim mestom encima 
dodatno interakcijo – najverjetneje halogeno interakcijo, ki je razlog za močnejše delovanje s 
halogenom substituiranih spojin. Prav tako smo dokazali, da se jakost halogenov po skupini 
navzdol povečuje, kar je osnova za domnevo o halogenih interakcijah. Sintetizirane spojine 
izkazujejo izjemne rezultate tako na izoliranem encimu (IC50), kot tudi na celicah (MIC), kar 
nakazuje, da so spojine ene najmočnejših NBTI. 
Z optimizacijo desnega dela molekule smo dosegli izjemno močno protibakterijsko delovanje. 
Nadaljnje raziskovanje bi bilo smiselno usmeriti v testiranja teh spojin na zaviranje hERG 
kanalov. Glavni namen raziskovanja na področju NBTI oz. sintetiziranih spojin bi bil 
optimizacija spojin s ciljem zmanjšati delovanje spojin na hERG kanale in hkrati obdržati močen 
protibakterijski učinek.  
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